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Summary 
Agrobacterium-mediated transformation system is one of the simplest加 dhighest-efficiency meth-
ods to introduce the foreign genes into higher plant spices. Howev巴r，in tomato plants， itis stil ineffec-
tive to obtain the transgenic plants by this method. In this study， we compared several初 tibioticsto 
eliminate Agrobacterium growth after infection step. The resllts of our study indicate that augpenin that 
consIsts of ticarcillin and potassium clavulanate is an excellent choice to apply in tomato transformation 
In addition， we determin巴dpromoter activity of maize ubiquitin gene in a transgenic tomato plant by 
northem-blot analysis. Th巴llbiquitinpromoter also works well in al tissue that we test己d.The activity 
of this promot巴ris in between noparin synthas巴promoterand cauliflower mosaic virus 35S promoter. 
Key word : Agrobacterium，仕ansgenictomato， antibiotic， maize ubiquitin promot巴r
鰭
近年の植物細胞に対する外来遺信子導入技術の進歩に伴い 異種の遺伝子を利用した槌物の
品種改良が可能となった.この際，外来遺伝子の導入に用いられる方法には，植物病原菌であ
るアグロパクテリウムを利用する方法1)， 21を始めとして， DNAを藍接細胞に導入するポリエチ
レングリコール法ヘエレクトロポレーション法4)ヲヘマイクロインジェクション法6) ボ、ンバー
ドメント法7)といった方法が知られている.このうちアグロパクテリウムを用いた方法は，キ産
物に対する最初の外来遺伝子導入法として報告されて以来，様々な縞物に対して応用され，最
近ではイネ81やトウモロコシ9)といった単子葉植物への適用も可能となっている.しかしながら，
トマトを用いた形質転換は比較的早い時期に報告がなされたにも拘らずlヘ現在も他の横物に
比べて形質転換効率が低いことが知られており，この原因のーっとして，形質転換細胞の選抜
およびアグロパクテリウムの除菌の際に使用する抗生物質がトマトの再分化を妨げている可能
性が指摘されていたIII
そこで我々は，本研究において選抜及び除菌の際に用いる抗生物質の形質転換効率に対する
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影響を検討し，効率の良い形質転換条件を ることを試みた.更に，得られた形質転換体
への外来遺{云J子の導入様式及び発現パターンについての解析を行ったーまた?ハイグロマイシ
ン耐性遺伝子会及び戸ーグルクロニダーゼ遺伝子aが付与する形質を指標として，導入遺伝子の遺
伝的安定性についての調査も行ったので合わせて報告する.
料及び、方法
〈アグ口パクテ1)ウム〉
形質転換には，出 1に示したバイナリーベクターを保持する Agrobacteriumtumefaciens EHA 
101株mを用いた.
〈トマトの形鷺転換〉
トマト〔匂copersiconesculentum Mill. cv. Money MakerJ種子を70%エタノールに 2分間j受注
し，脱イオン水ですすいだ後， Tween20を1滴加えた 1%次班議素酸ナトリウム水溶液(200ml)
中で撹押しながら45分間滅菌した，この種子を滅菌水により 41凶すすぎ，減萌水中にて一晩振
とうすることで完全に次蛮塩素酸ナトリウムを捻去した.滅菌した種子は，種子発芽培地[MSL3i
培地，0.8%寒天， 1 %D-グルコース， pH5.8J 1::.に移し， 250C， 16時間明期/8時間暗期の
条件で発芽させた.播種後7日自の芽生えから子葉を切り限り，外構片培養培地 [MS培地，
3%ショ糖， 0.5日程112， 4 -D， lOr碍1ア七トシリンゴン， pH5.5J に外植片の表面を上;こし
て置床し， 250C，暗黒下で 8時間のブレインキュベートを行った.pBIlOI-Hm-ATl-GUS (図
1 )を保持する Agrobactεriumtμη吋αciensEHAIOl1*を50mν1カナマイシン及び50mg/lハイグロ
マイシンちを含む YEP培地中で一一晩培養後， OD600キ0.5となるようにアグロパクテリウム
濁培地培地， 3 %ショ糖， 10mgllアセトシリンゴン， pH5.8J に懸濁した.この菌液中
に外植片を浸して30秒間の超音波処理を行った後，タキ植片を前述の培地上で約40時間共存培養
した.その後，除菌用抗生物質 (500mgllカルペニシリン， 500mgllクラブォランもしくは150
時Aのオーグベニンのいずれか)を含む滅菌水中にで 4回すすいだ後，選抜用培地 [MS培地，
2%ショ糖 2mg/l trans-zeatin，選抜用抗生物質 (25mgllハイグロマイシンBもしくは50mgll
カナマイシンのいずれか)，除菌用拡生物紫 (500m似カルペニシリン， 500mg/lクラブオラン
もしくは150rr車Aオーグベニンのいずれか)， pH6.0J に移して培養を行った.再生してきた不
定芽は根形成培地 [1/2MS 培地， 0.5%ショ糖， O. 5mgll IBA， pH6. OJ に移して発根させた後
に馴化を行い，ポットで育成した.
〈プローブの作成〉
DNAプローブの作成は，前述の方法j勺こ従って行った.
NPT f， GUSおよび、HPHの3種類の遺伝子について，アンチセンス RNAプローブを作成
した.NPT fプロープは， pHTS-35S四GUSを鋳型として KAN-lプライマー[5 ' -
gcgatagaaggcgatgcg-3 ' Jおよび、KAN司 2プライマー[5 ' -ccggctacctgcccattcg-3 ' ]により増幅
した NPTf遺伝子の一部 (400bp) をpBluescriptI SK+のEcoRVの部位に導入したプラスミ
ドをHindlllで痘鎖1犬に切断し.Thermo T 7 RNAポリメラーゼ (TOYOBO)及び、DIG-RNALa-
beling Mix (BOEHRINGER MANNHEIM) を用いて標識プロープを合成した.GUSプロープは，
pBI221から BamHIとおc1を用いて GUS遺伝子断片(1.8kbp)を切り出し，BamH 1及ぴSac
Iで切断した pBlu巴scriptI KSに導入したものを EcoRVで切断し，HPHプロープは， pCHか
らBamHIを用いて HPH遺伝子断片を切り出し， pBluescript I KSのBamHI部位に導入した
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後，EcoR 1で切断したものを鋳型!として標識反応を行った.
〈サザンプロット解析〉
改変CTAB法凶lこ従って調製したのトマトゲノミック DNA10月を EcoR1を用いて治化し，
サザ、ンプロット解片斤に用いた.
この際のハイブリダイゼーション及び洗浄については 前述の方法と同様の条件で行った1ぺ
ただし，発光基質としては CDP-Starを使用した.
(total RNAの調製〉
tota! RNAの抽出は，フェノール/SDS法15)を基本として，若干の改変を加えて行った.
5 gのトマト組織(緑葉，茎，根，未熟な果実及び成熟した果実)を液体窒素中で凍結し，
乳鉢で粉砕した後， 25m!の抽出バッファー [0.8M Tris帥HCl，90mM LiC!， 4. 5mM EDTA， 1 % 
SDS， pH8. 2J，及び、lOmlの水飽和フェノールを加え，ポリトロン型ホモジナイザーを用いて最
高速で 1分間撹詳した.吏にlOmlのクロロホルムを加えよく撹枠し， 2500rpmで10分間遠心
分離した.この水層を新たなチューブに移し， 5mlの2M酢酸ナトリウム水溶液 (pH4.0)， 
水飽和フェノール及びクロロホルムをそれぞれ10m!加えてよく撹持した後，同様に遠心分離
を行った.更に，フェノールークロロホルム抽出を 4回繰り返すことでタンパク質を完全に除
去した.その後，水層に10mlのクロロホルムを加えてフェノールを除去し， 1/10量の 3M酢
酸ナトリウム水溶液及ぴ1.5倍量のイソプロパノールを加えて RNAを沈殿させた.沈殿を滅
菌水に溶かした後，最終濃度が2.0~2.5M になるように塩化リチウム水溶液を加えて， 40C 
にで一晩静置することでRNAのリチウム塩を形成させた.これを遠心分離により回収し，最
終的に500μIの滅菌水に溶解した.
〈ノーザンプロット解析〉
10月の totalRNAを1.2%のホルムアルデヒド・アガロースゲル電気泳動を用いて分離し，
20XSSCバッファーを用いて，ナイロンメンブレン (Hybond司N+， Amersham) に転写した.
メンブレンを 4XSSCですすいだ後， 800Cにて一時間乾熱処理することで RNAを固定化し
た.メンブレンは，高 SDSハイブリダイゼーションバッファー [50%ホルムアミド， 50mM 
リン酸ナトリウムバッファー， 2 %ブロッキング試薬， 5 X SSC， O. 1 %Nー ラウロイルサル
コシン， 7 %SDS， pH7.0J中で，650Cにて 5時間以上プレハイブリダイゼーションを行った
Ecd{ 1 ~4.1kb担 Ecd{ I 
G U S 
NPT f probe GUS probe HPH probe 
図 1 本研究で用いたバイナリーベクターにおける T-DNA領域の遺伝子配置図
GUS: s-グルクロニダーゼ遺f云子 RB:ライトボーダー
NPTII カナマイシン耐性遺伝子 NOS-Pro :ノパリン合成酵素遺伝子プロモーター
HPH:ハイグロマイシン耐↑生異遺伝子 Ubi-Pro :トウモロコシユピキチン遺伝子プロモーター
LB:レフトボーダー 35S-Pro :カリフラワーモザイクウイルス35SRNA)宣伝子プロモーター
NOS-Ter:ノパリン合成酵素遺伝子ターミネーター
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後， DlG標識した RNAプロープを加えて，更に650Cにて一晩ハイブ1)夕、イゼーションを行っ
た.その後はサザンプロット解本ITと同様の手)1買で検出を行った.
〈組織化学的解析〉
解析にf吏用する組織試料は，固定操作を行わず， GUS染色液[1.9m班 X-Gluc，0.5mMブエ
ロシアンイじカリウム， 0.5mMフェリシアンイヒカリウム， 0.3%TritonX同100，20%メタノール，
100n合11)ン酸カ 1)ウムバッファー， pH7.0J に浸漬し，3TCで…娩インキュベートして発色
させた16) 十分な発色が認められた後， 70%エタノール水溶液中に移してインキュベートし，
クロロフィルを除いて観察を行った.
結果と考察
トマトの外植片に対して河一条件下でアグロパクテ 1)ウムの感染・共存培養を行った後，
なる 3種類の抗生物質を用いて除菌を行い，これらの再分化率を比較した.その結果，クラブオ
ランを用いた場合では100切片から全く再分化個体が得られなかったのに対し，カルペニシリ
ンを用いた場合で2倒体 オーグベニンを用いた場合には 8個体の再分化俄体が得られた(表
1 ).またデータは示さないが，クラフォ
ランを用いて除菌を行った場合には存分化
のみでなくカルスの増殖の著しい阻害も
められたことから， トマトにとって本薬剤
の処理は極めて影響が大きい事が明らかに
表1 徐菌m抗生物質がトマト形質転換効率に与える
影響
抗生物質
クラフォラン
カルペニシリン
処理数 再分化数存分化不(%)
100 
100 
0 
2 
。
なった.この理由としては，セファロスポ ォーグベニン 100 8 
2 
8 
1)ン系の抗生物質であるクラフォランがト
マト内生の酵素によって分解され，植物の内生オーキシンであるインドール酢酸に類似した化
合物を生じることで，この化合物がトマトの生育に悪影響を与えている可能性が考えられる.
これに対して， トマトに影響が少なかったカルペニシリン及びオ}グベニン(有効成分はチカ
ルシ 1)ン)はいずれもペニシ 1)ン系の抗生物質であり，クラブオランとは異なる環構造を持っ
ているので，インドール環類似の化合物は生じないものと考えられた.また，オーグベニンは
有効成分としてチカルシリンとともに βラクタマーゼ阻害剤であるクラブラン酸カリウムも
含有しており，抗生物質自体の安定性が増加していることから，カルペニシリンと比較すると
低濃度の処理でも十分な除菌効果が認められ，植物細胞に対する毒性をより低く押さえる事が
可能であった.以上の結果から， トマトの形質転換の擦に使用する除菌用抗生物質としては，
トマトに対する悪影響が少ないオーグベニンを捜用することが好ましいと考えられた.
外来遺伝子の組み込み様式を明らかにするために，最終的に馴化に成功した6個体の植物よ
りゲノミック DNAを抽出し，制限酵素EcoR1を用いて消化した後，HPH遺伝子をプロープ
としてサザンブロット解析を行った(国 2).コントロール植物においてバンドは検出されな
かったが， トランスジェニック植物においては 1本から 4本のバンドが検出された.図 lに
示す様に，約4.1kbpのバンドは，ユピキチンプロモーター内及びHPH遺伝子内の EcoR1部
位の切断によって生じた全ての系統に共通するバンドと考えられ，HPH遺伝子の一部及ぴLB
に燐接するトマトゲノムの一部を含む断片は T心NAの導入部位によりその長さが異なると予
想される.その結果，系統2，4， 5及び6では lコピー，系統lでは2コピー，系統3では
3コピー以上の外来遺{云子の組み込みが起こったことが明らかとなった. (系統5及び6の形
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関2 外来遺伝子のトマトゲノム内への組み込み形態
質転換は，プロモータ一部分が欠失し
たベクターを用いて行ったため，約4.1
kbpのバンドは出現せず，その代わり
に約 1kbp 付近に共通に出現するバン
ドが認められる.) 
次に，導入した3撞類の遺伝子のプ
ロモーターについて， トマト植物体;に
おけるプロモーター活性の違いを比較
する目的で，これらの個体から total
RNAを抽出し 3棟類の遺伝子に対
応するプロープを用いてノーザンプ
ロット解析を行った.形質転換を行っ
ていないコントロール植物ではバンド
が確認されなかったのに対して，GUS 
プロープを用いた;場合は約1.8kb (函
3上)， HPHプローブでは約1.Okb (図
3下;根では混入した多糖類のために
若干移動度が異なっている)， NPT 1I 
プロープを用いた場合には，約800b
付近に非常に弱いシグナルが検出された(データは示さずにこれらの遺伝子は，それぞれ異
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表2 T 
系統個体数
1 46 42 4 
2 44 33 11 
めに，このうち 2系統について T
2お5，1畑l必g/m凶1のハイグロマイシンBを合む種子発芽
士培音地上に播麓しい， 薬斉郊剤Ij耐ゐf↑性生試験を行つた. その
結果，系統lではハイグロマイシン耐性が42倒
体に対して感受性が4個体出現し，系統2では
耐性が33倒体に対して感受性が11個体出現した
2) .この結果を，サザ、ンブロット解析に
より予想される分離比に当てはめてみると， χ2
値はそれぞれ0.218及び0.031，確率はそれぞれ
p>0.5及び、p>0. 75となり，期待値によく適合
する.更に，もう一つのマーカー遺伝子である
GUS遺伝子が発現すると，その酵素活性によ
χ2 p 
0.197 p>0.5 。 p>0.9 
期待値(分離比)
43 : 3 (15: 1) 
33 : 1( 3 : 1)
り基質である X帽Gulcを青色のインジゴチン色図4 トマト芽生えにおける日 グルクロニダー ゼ
素へと変化させる反町、を利用して，組織化学的 遺伝子発現の組織化学的解析
にGUS遺伝子二産物の検出を行った.コントロール植物では全く青色の発色は認められなかっ
たのに対して，GUS 遺伝子が導入された植物体は全体が青色に染色された(図 4).これは GUS
遺伝子の発現を制御しているユピキチンプロモーターの特性によるものであり，ノーザンプ
ロット解析のデータとも矛盾しない結果となった.そこで，ハイグロマイシンに耐性を示した
個体から子葉の一部を切り取り， GUS染色を行ったところ全ての子葉が青色に染色された
(デー タは示さず、).その結果，ハイグロマイシン耐性と GUS活性は完全に同じ挙動を示すこ
とが明らかとなった.
本研究の結果，オーグベニンを用いることで， トマトの生育を盟害せずにアグロパクテ 1)ウ
ムの除菌を行うことが可能になった.また アグロパクテリウム感染時のフィーダーセル培養
も，アセトシリンゴンの使用により省略可能である事が明らかとなった.しかしながら今回の
研究で得られた形質転換効率は，十分に満足できる値であるとは言い難い.実際に，アグロパ
クテリウムの感染・除菌を行い，選抜培地に移した直後に組織染色を行うと，かなり高い効率
で感染が成立していることかわかる.にもかかわらず，実擦には低い割合でしか形震転換体が
得られないことから，再分化の際の培養条件や試供する品種等について，更なる検討を進めて
いく必要があると考えられる.
また，本研究において，単子葉植物の形質転換での有効性が示されているユピキチンプロモー
ター は， トマトにも十分利用可能なことが明らかとなった.本プロモーターは，強力な35Sプ
ロモーターと比較すると，発現レベルでは多少劣るものの NOSプロモーターの数倍の活性を
有し，様々な組織で満遍なく発現することから， 35Sプロモーターが潜在的に有するいくつか
の問題点を回避できると考えられる.例えば 35Sプロモーターを使用したトランスジェニツ
ク植物では，ウイルス感染により，導入遺伝子がサイレンシングを起こし，不活化するという
報告がある 2) トランスジ、エニック被物の実用化に向けて このような事態を予防するといっ
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た観点からも，本プロモーターの利用は非常に有効であると考えられる.
摘 要
アグロパクテリウムを用いた方法は，高等植物に対する外来遺伝子導入方法のうちで最も簡
便かっ高効率な方法の Iつである.しかしながら， トマトにおいては技術的な問題点が多く，
本法を用いて効率的にトランスジェニック植物の作出が可能であるとは言い難い.本研究では，
アグロパクテリウム感染後の徐菌に用いる数種の抗生物質について比較検討を行った結果，有
効成分としてチカルシリンとクラブラン酸カリウムを含む複合抗生物質であるオーグベニンを
用いることが効果的である事を示した.さらに ノーザンプロット解析を用いてトウモロコシ
由来のユピキチンプロモーターのトマト組織における活性を解析し，このプロモーターがどの
組織においても効率良く発現することを明らかにした.また地のプロモーターとの比較から，
本プロモーターがカリフラワーモザ、イクウイルス由来の35SRNAプロモーターとアグロパク
テリウム由来のノパリン合成酵素遺伝子プロモーターの中間程度の活性を示すことも明らかに
した.
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